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SIN GARANTIA DEL GOBIERNO EN CUANTO A LA NOVEDAD, CONVENIENCIA, UTILI-
- DAD E IMPORTANCIA DEL OBJETO SOBRE QUE RECAE.

o ey

: Cumplidos los requisitos prevenidos en el vigente Estatuto de la Pro-
4 piedad Industrial, se expide el presente CERTIFICADO-TITULO, acreditativo de
la concesion del registro de patente de invencion, cuyos datos constan en la descrip-
cion que figura como primera hoja de laMemoria adjunta, y segin el contenido de )
la misma. De acuerdo con las condiciones establecidas en el mencionado Estatuto, se
otorga al concesionario el derecho a la exptotacion exclusiva-del objeto de la patente
de invencion en todo el territorio espaiol. -

. El registro ha quedado otorgado, sin perjuicio de terceros, por veinte
afios. Para mantener en vigor la proteccion que se otorga, el concesionario deberd
acreditar su.explotacion dentro del término de tres afios a partir del dia de la fecha,
u ofrecer licencia de explotacion dentro del plazo indicado o de cuatro afios a partir
del deposito de la solicitud de patente y abonar cada aio las tasas establecidas en la
legistacion vigente.

Madnid,

EL DIRECTOR DEL DEPARTAMENTO
DE PATENTES Y MODELOS ®
L4
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Hoja nGim. 1
S Se conocen ya las preparaciones de. lipasa inmovi
P lizada para la transesterificacién de grasas. Asi, en 1la

solicitud de patente Danesa no 563/77, ‘que corresponde a

" : -1la patente de EE.UU. n? 4.275.081, se describe wa prepara
5 '¢ién de lipasa inmovilizada, en ia»que la‘lipasa se rrodu-

ce por fermentacién de especies que pertenecen e los géne-v
. : ros Rhizopué, Ceotrichum o Aspergillus, y en la qué ia 1i-
pasa _se fija sobre un sopofte en particulas indiferexnte .

‘que puege ser tierra de infusorios o alﬁﬁina, ¥ gue mues—
10 tra una superficie especifica muy slta (es decir vartfcu-
' las de 'soporte pequefias y porosas) para lograr la ac%i¥i~
dad enzimAtica elevada necesaria. La interesterificacidn

puede efectuarse de modo discontinue sin disolvenfc con €S

—

ta preparacién de lipassa inmovilizeda; sin embarge, ‘con €8

15 ta prenaracién de lipasa inmovilizada no puede efectuéﬁse
. una 1nterester1fic3016n contlnua en una columna & oscala
industrial sin la presencia de un dﬂsolverte, que ra. ie se
pararse después, a causa del hecho antes indicado de gue
la prevaracién consta de pequehas particuias, que duranﬁe
20 ol funcionamiento de la columma generariaAuna pérdida ce

| carga inaceptablemente élta. Adenéds, una comunigacién ore—
sentada en Enz. Eng. Kashikojima, Japén, 20-25 sept. 1981
y el articulo publlcaoo en el European Journzl of Applied
‘Microbiology and Bioiechnology, n? 14, péginas 1-5 (1982)
25 indica que una preparacién de lipasa inmo%iliéada cue com-
prende lipasé-de Rhizopus deléiar y vna resina combizdora

de eniones fuerte (con grupos amonio cuaternarios) ;ueﬁe

vente. lLa recuperacién de enzima seglin estas referencias !
30 es muy baja, sin erbzrgo. Ademsds; en la solicitud de »atexn

29094
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1 - | te Europea publicada con el n® de publicacién 0069599 se
4 describe una reestructufaéién 0 redisposicién enzimdtica
-de grasa, en le que se usa una:iipasa de especie Aspergi-
.- ~1lus, especie Rbizopys, ¥ucor javamicus o lMucor miehei co-;
55 | mo enzima de interesterificacién. El enzima estd sopdrt?do
sobre un soporte, por ej. Celite. En todos los ejeﬁplos_dé‘
esta solicifud de paientie Buropea, referente a la interes-
terificacién continua en uﬁé columna, se usa un disoiﬁeﬁb
te.

10 . Asi pues, en los procedimientos’ de 12 técn ca en!

terior el disolvente se usa para disminuir la v130051dad
del material graso de pariida, para asegurar un fun01ona-
miento tan regular de la columna como sea posible. Hasata
ghora se ha considerado pricticamente imposidble eviiar ‘el
15 disolvente en estos procedimiéntos de interesterifiéaéién
continua a escela industrial, a causa de la elevadafﬁé?di-
da de carga en la columna, aun cuzndo sean ev1denoe~ las
.ventagas técnicas asocizdas -a la eliminacién de dlsolvente.
de estos procedlmlentos de interesterificacién., -

20 . En la solicitud de pauenue Europea publlcada con
el n¢ 35. 883 se descrlbe que puede prepararse upa prepara-
- ~ }cibén de 1ipasa inmov1llzada destinada a la 1nterester1;1ca‘
| cién de grasas poniendo en contacto una dlsolaclén acuose
de lipasa mlcrobiana con un soporte 1nerte en pariiculas,
.25 Ay secado posterlor. La prevaracién de llpasa inmoviligzada
asi producida puede usarse para la 1nterester1flcaclén de
grasas, pero sélo si 1as grasas se mezclan con los ésteres,
. 4 relatlvamente costosos, de alquilo inferior de dcidos gra-
so0s, por ej. palmitato de metilo, que se usan comd zrentes

Rt

30 auriliares parza evitar 1los disolventes; de otra forms sur-

- 29094 -
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1~ |girfen problemas de solubilidad y viscosidad.

© f . ' "As{, el objeto de la in&encién es proporcionar
| wn m&todo de produccién de una preparaciéﬁ de lipasa inmo-
"'~ f_' - vilizada que éﬁre la posibilidad de efectuar la intéreste—
' 5§ . | rificacién continua sin disolvente ni otro agente auxiliar,

de un modo econémicamente factible.

, Ahora, sorprendentemente Yy segﬁn le 1nvenc16n,
se ha encontrado que un método de produccién de una prega—
racién de lipasa inmovilizada, que se‘lleva a cabo muy f&a-
10 | cilmente, a séber, por simple mezcla de una disolucién
A gcuosa deilipasa ¥ una resina cambiadora de iones, ¥ éﬁé
' compr?nde:una combinacién especifica de una categori;'ééne
:¢ifiééda de resinas cambiadoras de iones y una proporcidn

especificada de.agua en la preparacién final de lipzss in-
15 fmovilizéda, abre la posibilidad de llevar a cabo la - inter-
esterlflcaclén contlnua sin disolvente ni otro agente a
liar costoso, de un modo econémicamente factible. A
Asi, el método segin lz invencién para la Droduc
cién de wna preparaclén de lipasa inmovilizada destlnada a
20 le interesterificacién de grasas se carécteriza por el he-
cho de que una disolucién acuosa de lipasa microbiana se
pone en contacto con una reéina cambizdora de aﬁionesidé—
' ~Eil en narficulas y macroporosa que contiene grupos amini
' cos primarios, y/o secundarios y/o terc1arlos, Y que mues-—
25 tra un tamafio de particula relativamente grande, adecuado
para el funcionamiento de la columna sin ura excesiva pér-
dida de carga, en condiciones en las que le lipasa estéd .
. uhida 2 la resina cambiadora de aniones durante un veriodo
syficiénte-para unir la cantidad deseada de lipasa a la re¢

30 sina cambiadora de aniones, tras lo cuval le lipesa inmovi-

. 23094 .
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1lojn nlim.. 4’
l . lizada as] formada se separa de la fase acuosa ¥ la lipasal
S inmovilizada separada se seca hasta un contenldo de agua

'@e entro alrededor de 2 y 40f.
Se describe de modo general en las solicitudes

-5§ ‘;de patente publlcadas Alemenas Nos. 2 905 671 y 2 805 950,
- las solicitudes de patente Japonesa publlcadas Nos.

- : 54-76892 ¥y 57-152886, 1la patente de los EE.UU. ‘n? 4 170 696
» y Chem Abs. Vol 82, 27819&, que pueden 1nmov111zarse.bn§1*
nmas, incluyendollipasas; por medio de resinas cambiadoras
10 de aniones en particulas. En primer lugar; sin emba argo,, no
- existe ningin método universal de 1nmov111zac16n adeéﬁ;éo
para todos los enzimas y todos los sus tratos, sino qne tle
ne quésidearse un método especifico de ipmovilizacidén para
Ecﬁalquier enzima especifico ¥y cualquier sustrato esﬁég&fi—
15 co, sobre el que se supone que el enzima actﬁa Sin" empar—
g0, ‘en segundo lugar, las lipasas son enzimas extraoralna-
rios en el sentido de que la act1v1dad en21mdtlca actﬁa en.
Vuna interfase entre dos fases, lo que significa que la in-
o | movilizacién de las lipasas ‘es un problema muy delicado,

" 20 que limita enormemente la utilidéd de técnicas conocides:
de 1nmov1llzaclén en el campo que comprende la inmoviliza-
cibén de lipasas; véase J. Lavayre y otros, Prenaratlon and
Properties of Immoblllzed Lipases, Blotechnology and :
Bioengineering, vol. XXIV, pp. 1007-1013 (1982), John
25 ‘Wiley & Sons. En-tercef lugar, la combinacién de lipasa y
resina cambiedora de aniones débil'macrdpérosa y en parti-
culas no se describe én-la bibliografia indicada en el co-
- mignzo de este parrafo; y menos atin que esta nueva combing
ciéh dé'lugar al sorprendente efecto técnico con respectic

30 8- la 1nterester1f;ca016n continue sin dleolvente ni otro

- 29054 .
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agente auxlllar costoso.

- otros, "Applicatlon of Immobillzed Llpase to Hydrolysnmsdi

‘aniones pafé la hidrélisis de grasas. .En primer-luﬁar, 3=

‘la 1n»erester1flcac16n, mientras que la hidrélisis y la

a 80% en relacién a la preparacién de lipasa inmoviliiada‘

| mente grande" se usa con la intencién de referirse al tama

Hojn nom. > 4 } o

Ademés, de un articulo de Yoshlharu Kimura yr

Tr1acy1g1ycer1de" en EBux, J. Appl. Mlcroblol. Blotec@ndI
(1983) 17:107-112, se deduce que se ha usado vna yrevara~
cién de lipasa inmovilizada sobre wna resina cambizdora ae

8

ap110a016n principal de la preperacién de lipasa 1nrovzlar

zada producida por medio del método segin la invencién: es'4

sinte51s de grasas son ap110301ones menos importantes. .se-
gﬁn 1a invencién, que se explicarén mis edelante con mis
detalle en esta memoria descriptiva. Y en segundo 1gg§p,
s§ deduce del articulo que el rendimiento de activided es
menor de 1%, véase la tadbla 1 en la pigina 109, en é@@}agg

cién con un rendimiento de actividad tf{picamente suverior

producida por medio del método'segan la invencién. Esto cor
firma la aseveracién anterior de que la inmovilizacién dg:
lipasa es un problema muy delicado. . '

La expresién "tamaiio medio de particulé relativa

fio medio de particula del producto que se describe en la
sollcltud de patente Danesa no 563/77, ¥y del que la mayo-
ria de las particulas tlenen un temafio de’ perticula mencr

de alrededor de 50 micras. Se ha encontrado que la temperza

tura no tiene un gran efecto en el rendimiento dé,}a acti- |

vidad, ya qﬁé se ha mostrado experimentalmente que el ren-~
dimiento de actividad es virtuelmente independiente de 1a

temperatura, en el caso en que la temperaturza durante la

NZAS-0033832
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1lojs nl’un: o

1. >_inmdvilizacién:se mantenga entre 5 y 35°C. -
» : ' . Para no aesaqtivar el enzima, las interesterifi-~
:caciones de la técnica anteriof'se-efectﬁaﬁ a femperatura
relativamente baja. Esto .se hacehposible.por la presencia
5? -del disolvente, que és capaz dg disolver ia grasa, que po- '
- ‘dria tener un punto de fusién relativemente alto. Se ha en
 contrado,:sérprendentemente, que la preparacién de lipasa
inmovilizada producida por el método segin la invencifn ¢
tiene una estabilidad suficiente en la grasa fundida a ﬁﬁa
1C .temperatura-relativémente mis alte. Ademds, la pérdida. de
. ‘carga a través de la columna de interesterificacién daréa-
da con la preparacibén de Iipasa inmovilizada-producida~hqr
el método segin la invencién, es,sufiéientemente baja para
rernitir un funcionamiento unifofme. Asimismo, y sorpren-
15 .dentemente, se ha encontrado que la combinacién Unica de
condiciones de cOntacto,:resina cambiadora de iones ﬁ;éon4
teﬂido de agua generé una elevada actividad especifiéé“de
lipasz en 1a,mezclavde grasas fundidas, contrariamentie a
- todos los'intentos.anteriofes pare prdporciOpar una prepa-—
20 racién de lipasa inmovilizada destinada al uso sin disol-
vente. Ademéds, mientras que los prbcedimientogide la técni
ca anterior de la clase descrita en la solicitﬁd de paten-
"te Danesa n? 563/77 han requerido ﬁna lipasa purificada pa
“ra dar una preparacién utilizable de lipasa, se’hé enépn—
25 trado sorpfeﬁdentementé que la preparacién de lipasa inno-
vilizada segﬁn 1z invenciébn puedé prepararse con base en
wn producto de lipasa més bien bruto. Ademss, mientras que
. la preparacién de los procedimientos de:rla técnica antericd
de 1a clase descrita en la solicitud de petente Danesa n?

30 563/77 han implicado el uso de un disolivente orgénico yarez

NZAS-0033833
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I A”depositar'la lipasa sobre el soborte; no se necesita tal
disolvente orgdnico para la obtencién de la preparacibn de
"lipasa inmovilizada ségﬁn la invencibn, que puede preparar
. - "ée*muy fécilmente s6lo mezclando soporte j una disoluciébn
5 -de lipasa acuosa.‘Ademés, mientras que la actividad de 1@5'
N ‘pasa se elimina ficilmente pof lavado o de otro modo de:la;
preparacién de la técnica anterior de la clase descrita en
la solicitud de patente Danesa ng 563/177, se ha encoxtrado
que la ;ipasaven la preparac10n Ge lipesa inmovilizada ppg
10 ducida por el método segin la invencibn es précticémente
imposiblé de separar de la preparecién, si no se soﬁéLE a
tratamientcs quimicos o fisicos adversos, por ejemplo a~cqg
diciones adverses de pH ¥ temperatura. Finalmente, se.ha
encontrado que la preparaciéh de lipesa inmovilizada. produ
15 cida.por'el métodozéegﬁn la invencién puede'prepararsb.con
‘ una elevada recuperaclén de enzima que abre la posibididad
de una. 1nterester1f103016n continua mis barata que laq in-
teresterificaciones de la técnica anterlor. '
- -1 : En una reallza016n preferida del método segin la
20 A 1nven016n, la lipasa es una lipasa termoestable. Con ello
| es posible una temperatura superior de 1nterestor1;1cac16n,
y por lo tanto unz mayor productividad. Ademés, por medio
de esta realiéacién es.bosible.producir una preparacién de |
o lipasa inmdvilizada que eS muy adecuada para la‘intereéte—.
25 rificacibén de grasas dé-punto'de fusién méé elevado.

| En una realizacién preferida del método segin la |’
invencibn, la lipasa microbiana sé deriva de ﬁna especie
. ’ termofilica de lMucor, especialmente Mucor miehei.;él Huacor
. miehei es vn buen productor de lipasa 1,3-espescifica, ¥

30 per lo tanto puede obtenerse wn buen proaucto,.

29094
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1| . En una realizacién preferida del método segdn la
-, invencién, mids del 90% de las particulas de la resina cam-

biadora de aniones débil macfdporosa tiene wn tamafio de
pafticula de entre aproximadamente 100 y 1000 micras, ¥y
5 | preferiblemente entre 200 y 400 micras. En este intervalo
de tamaﬁo_de particulas'se obtiene wn buen compromiso en-
tre uné'élfa actividad de interesterificecién y beja pérai
da de carga. : | ) _ .”,té

En una realizacién préferida del método segﬁh la
10 invencién, la propor016n entre la cantidad de la disolu-
cibén acuosa de llpasa microbiana y el peso de reSJn;‘ééhblq
dora de ‘aniones débil corresponde a 5.000-50,000 LU/g de
resiua cambiedora de aniones {peso en seco). De este modo
se proporciona suflc;ente lipesa para la resinaz cambiandora 4
15 de aniones. _ . T
. 3 En una realizacién preferida del métoao ségﬁn la
1nvenc16n, la lipasa mlcroblana se deriva de una eepe01e
‘de Mucor termofilice, especiazlmente liucor miehei, y el pH
durante el contécto entre la resina cambiadbra de iones y
20 la disolucién acuosa estd entre 5 y 7. De este modo se aég
 'gura uha buena unidén entre la lipasa y la resina'de cambio
= - de-iones, asi como una buena estabilidad y-actividad.
‘ ~ En una realizacién preferida del método segdn ia-
‘{invenciébn, el fiempo de-cbntacto estd entre 0,5 y 8 hores.
25 4 De- este modo se obtiene un estado de saturaclén con lipa-
sa, 0 una aprox1mac16n al mismo,

En una rea1123016n preferida del método~§egén la
. o ihyenciéﬁ, la separacién se efectia por simpie filtracidn.
' Esée précedimiento ce simple y muy adaptable a ie préctice
30 }industriel.

29094 .
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de entre glrededor de 5 y 204 de agua. La .operacién de se-

uso de la preparacién.de lipasa inmovilizada como agente

Sin embargo, se ha encontrado que la preparacién de lipasa

Hiojn nam. 9

En una realizacién preferida del métodd segin la

invencién, el secado se efectia hasta un contenido de agua

bado puede -efectuarse en vacio, en lecho fluido o por
otros medios- de secédo adecuédos para'una operacién a gran
escala. De este modo se obticne wna preparacién final de-
lipasa 06n una elevada actividad de interesterificacién.
En una realizaciéﬁ_preferidé3del nétodo sefy pola
invencién, le resina cambiadora Ge zmniones débil, en parti
culas’'y macroporosa se pone en contacto con wna disolucﬁén
acuosa de agente de retlcula016n, prefer101emente uné'ﬁiso
lucién acuosa de glutaraldehldo, en wna .concentracién en—
tre 0,1 y 1,0 en peso/peso, antes, durante o después del
contacto entre la resina cambiadora de aniones débil;-en
particulas y macroporosa y la disolucién acuoéa de 1ipese
mlcroblana, tras lo cual se separa le dlsolu016n que aueda
de agente de retlculac16n.~1nc1uso si se observa una ﬂeoue
fia reduccidn de act1v1dad de enzima a causa del agente de ’
retlcula016n, se he encontrado que tal tratamiento vuede
elevar la establlldad de la prenara016n de lipasa en nodloé

acuosos para una aplicacién especifica. “En relacién con el

de 1nterester1f103016n, no hay necesidad de mejora zlguna
de la estabilidad de lea preparaclén de llpasa, ya2 que esta
establlldad es excelente por si misma en la prepara016n de

lipasa producida segin la invencién para esta apliczcién.

inmovilizada producida por el método segﬁn la invencibn
puede usarse también ventajosemente pera la hidr6lisis &e

grasa, Y para esta aplicacién, uvna mejora de 1a estabili

NZAS-0033836
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:1 E de la.preparacién‘dé~lipasa es un desideratﬁm, debido pro-
. bablemente a la.combinacién de unaiconcentracién relativa-
'mehte alta de agua y altas teﬁperaturas enfla mezcla de re
-accién,inecesafié para un proéeép‘de hidrélisis de grasas
5" | efectuado industrialmente. - ' L

Ademés; la invencién comprende el uso de 1aipfe—
‘paracién de lipasa ‘inmovilizada producida por el método se
g&n.la invencién, que es wn métod9~de interesﬁerificaciga :
de grasas, en el que wias grasas fundidas, mezcladas faéql
10 tativamente con 4cido graso libre disuelto, se ponen en
contacto con la preparacibén de lipasa inmovilizada produc1
1da por el método segin la invencién,. sin ningin d-solvenre
'an otro agente auxiliar costoso, o sus»anclalmente sin nin
gin disolvente ni otro agente auxiliar costoso. Los deidos
15 - grasos libres, con los gue las grasas pueden mezclarse .fa~
cultativamente segin la 1nven016n, no deben con51deramse |
como agentes auxiliares costosos. "Grasas" quiere dec1; o
bien un trlgllcérldo puro o una mezcla de trlgllcérlucs de.
S una o mis fuentes. ) A
'.20 T ' Ademés, la invencién comnrende otro uso de la .
preparacién de 11pasa 1nmov111zada producida pgr el métqdq
| segin 12 invencién, gue es un método de hidrélisis de gra-
'sas, en el que wna emulgién de triglicérido y agua se pone
:én contacto con la preparacidén de lipasa inmpvilizada.pro»
25 ducida'segﬁn ia invencibn,.sih ningin disolvente ni otro
1agente guxiliar costoso, © sustaneialmenté.sin ningin di-
solvente ni otro agente.auxiiiar costoso,
- o La invenci6én comprende también otro uso de la
preparaclén de llpasa 1nmov111zada producida por el nétodo -

30 segdn la invencién, que es un método de sintesis de ‘s £ragas

23024
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"1 . |en el que una mezcla de glicerina y 4cidos grasés-libres

- 56 pone en.contacto copAla preparacién de lipasa inmovili-
zada producida segin la invenpidn, sin ningén disolvente
'ni otro agente auxiliar costoso, o sustancialmente sin nin|
5 gin disolvente ni otro agente auxiliar costoso. ) |
' 4 Ta 1nven016n gse ilustrard por medio de 105 gjem~
plos 31gu1entes. _

La lipzsa de Mucor miehei usade en 1és-ejéhp1§s
que siguen puede obtenerse en NOVO Industri A/S; Novo Alle,
10 2880 Bagsvaerd, Dinamarcz, a peticién (como producto de so .
. licitud de enzima SP 225) Esta lipasa de Mucor Mlehel pae
'de obtenerse como se indica en la paténte Denesa n®
4234/77. ' | -

_ La unidad de actividad de lipasa (LU) indiceda
15 en los ejemplos se determina como se describe en lé.pﬁbli—
caci6n AP 95.1/2-GB de 3.1.83, obtenible de NOVO Industri
A/S, Novo Alle, 2880 Bagsvéerd, Dinamerca. .

Ya actividad de interesterificacién de 1éé.nrap2
raciones de llpasa 1nmov1llzada se determine por medio de -
20 - una determlna016n discontinua basada en las reacciones si-
guientes: _

- 000 + P —> P00 + 0
POO + P > POP = O,
donde O = écldo olelco, ? = 4cido palmitlco, y OOO, POO vy
25 . POP son grasas que contienen los 4cidos grasos indicados
' en el orden que se 1nd1ca, siendo COO por .tento trioleina.

250 mg de preparacibn de lipasa inmovilizeda se
X , mezclan con 600 mg de trioleina (0,68 mmoles) y 174 ng de
' dcido palmitico~(0,68.mmoles) disueltos en 12 ml de wxite

3B spirit (temp. 80-10090) en un tubo ée vidrioc de 20 ml con

29094
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1 -| tapbn de rosca.. Los tubos se 1ncuban en’ vn baiio dn agua a

e . 40eC y se anltan durante /2, 1 6 3 horas.-

‘ . La mezcla de reaccibn se en+ria, se filira y se

- | evapora. Ia cantidaa relativa de 000, POO y POP se determi
5 ‘na por HPLC (cromatoérafia de'liqﬁidos de alto rendinien-~

to, abrev. del‘inglés "High performance liquid cromatogra-

phy"), y.elbtanto por ciento.deiP'incorporado se céiqula '

como - S . Cee©

L4

o % de P incorporado —_ﬁLde FOO0 + ; x £ de FOP
10 - . . 4
-‘ Ia. conposicidén de equilibrio de le mezcla de re-
acclén dlscontlnua entes indicada es aprox1medamente 435 .
-l de POO y 104 de-POP, o sea 21%.de P incorporado.
: I En aigunos de los ejemplos siguientes,ila‘iﬂter—
15 esterificacién se eféétdé en- forma. de operaciébén disccnfi-
| nua con o sin disolvente. Se ha establecldo por medwo ﬂe
' ensa2yos comparatlvos que una preparacibén de llposa 1mmov1-
lizada, que tiene una actividad y establlldad de 1ntv‘est§.
-rificacién satisfactorias, demostradas por el ensayo de-ia
20 'teresterificacién discontinuo, y que.tiéné uné distribu--
" | ¢ibn de tamafios de particulas y una resistencia fisica ade
| cuada pera un funcioﬁaﬁiento de la colﬁmhd, funcionard sa- |
tlsfactorlamente por operaclén continua tembién en colum-
na, con o 51n disolvente. Asi, un ensayo ‘discontinuo satis
25 factorio en estas circunstencias es una evidencia de que
ruede efectuarse un ensayo en columma continuo satisfacto-

rio con la. prevaracién de lipasa inmovilizada en cuestién. |

Ejemplo 1. _
i . - Este eaemplo ilustra el efecto @el pH durante
30 . adsorcxén de llpasa de Mucor miehei en. la actividad cde in-
20094
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'fl-; teresterlflca016n. ‘ .

2, 0 gramos de- llpasa de Mucor mlehel, 93.000
LU/g, se dlsolvleron en 20 ml de agua, ¥ se pusieron. en
suspensién en ellos 10 gramos'de Duolite-ES 562 lavéd; con
5 agua como resina cambiadora de anlones, de peso en seco,
8,5 g. '
’ Se ajusté el pH de~tres de tales porcionés a
5,0, 6,0 y 7,0, respectivamente, y se mantuv1eron en’ ag@ta
c16n con agitador magnético durante 4 horas a wnos 52C.

10 : . Las tres porc1ones se filtraron. Despuds: de Ja
o Illtraclén, la cantided de actividad hldrolitlca (LU) en
los tres flltrados (antes del 1avado) estaba entre 10 y
17% ae' 1as cantidades totales iniciales (186 000 1LU). Des-
pués se efectué un lavado con agua con una pequena canti-.
15 dad. de agua, y después las preparaciones se secaron’ durun—
.te 1a noche a vacio a temperatura embiente. e

Los resultados se resumen énula tabla que sigue.’

L ' Actividad de inter

- o ' o : ' ' esterificacidn,

Contenido 30 minvtos
] p@ qe s Producecibn - deﬂfgua 4 de % de % de P
inmovilizacion € ‘POO  POP incor-
' poxrado

_ 250 - 920 9,5 24,5 6,2 12,3

25 . 6,0 9,56 - 8,2 26,5 6,6 . 13,2
1,0 9,41. 8,0 21,2 52 10,5 .

- E;emglo 2. ‘

: ' Tres por01ones de 10 de resina cambiadora de
. . ] i
3o iones himeda, Duolite ES 562 (peso en seco 8,35 g) sé pusid

. 29094
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-1 .ron en suspenolén en 50 ml de. agua, Y se afiadié NaOH 4..N
- hasta que el pH se estabilizb a 6, 0. Después se lavaron -
.}con gran cantldad de agua y se escurrieron en un embudo
. ' Buchner, dando’ un peso escurrido de unos 16 g. .

"Sf A cada wa de dos de 1as porciones de lO g se 1e
aﬁadié una disolucidén de 2,5 g'deyllpasa de Kucor Kiehei
(activida& 93,000 LU/g) en 25 ml de agua, y-el pH se ajus-
t6 a 6,0, ' R : “Cor

A la tercera porcién sc.le afiadié una porcién“de.
10 2, 5 F:4 de la linasa de lucor Mlehel antes indicszda en ,O ml
ée agua, y el pH se aausté a 6, O.
' La mezcla se agité lentamente a temperatura am—
blente (25¢C) durante 2 horas, Desnués, el liquido se sepa
r6 por filtracién en un embudo Buchner.,
15 ' Una de las porciones con 25 ml de dlSOluClCn de
' llnasa se lavé ademés con 2 x 25 ml de agua. Las precara—
ciones inmovilizadas se secaron en vacio. _
Para el ensayo de inferéstérificacién, 250'ﬁg
- L (peso en seco) de las preparacioﬁes de enzima inmovilizadas
'}20 se humedecieron con 20 miérolitfos de agua aﬁtes de la mez
cla con el sustrato. ' . -
' Interesterificéciéﬁ;'l/Z hora
- % e P incor |

Preparaci6n de lipasa . % de POO % de POP porado
inmovilizada con. . )

- 25 2,5 g de lipasa en 25 : :

ml sin lavado 25,8 6,85 . 13,2

) 2,5 gde lipasa en 25 ', ' - . )
ml con lavado 30,2 7,65 15,1
2, 5 g de lipasa en 50 o
ml .8in lavado 26,8 6,86 13,5

30 . ) :
- 29094
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1 ' Este ejemplo demuesfra que un lavado pésteribr
B - con agua para separar 1a.lipasa no ligada'es esencial para
Oobtener una elevada actividad de interesterificécién, mien
- . - tras que la cantidad de agua en la que sé disuelve le lipai
5 ‘sa duraﬁte.la inmovilizaciéﬁ ecs de pequeiia lmportancia.
' Ejemplo 3,_ B
. o 50 g de resina cambiadora de 3ones himeds Duoli-
te ES 562 (peso en seco, 41,8 z) se ajusté a pH 6,0 j*sé
| 1avaron como en el ejemplo 2. . _
10 | Se mezclaron porciones de 10,6 g de este resina
.| cambiadora de iones hﬁheda (unos 5 g de peso en secq)'con
. | cantidades diferentes de una disolucién al 107 de lipasa
de Mucor miehei (81.000 LU/g) segﬁn 1= tabla.
Después de la reaccibn, el liguido se separé por
15 | filtracién en un embudo Buchnor, Yy la preparaclén de. lipa-
sa se lavé con 2 X 25 ml de agua y se secd en vacio. a alre
" | dedor ae 975 de materia seca. . B ‘
Las muestras de 250 mg de ﬁeso en seco de prepa~
racién inmovilizada con fines de ensayo se humedeciercn

20 . | con 20_microlitros'dé agua antes .de la determinaciln.

- 25

30

. 29094 -
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1 . Tiempo de re Interesterificacién{
. .. | & de resina - : accién, ho-~ - 1/2 hora
. =" | cambiadora g de disolu. ras a tempe- % de P
' . de iones cién de li- ratura am~ % de % de incor-
Lo himeda Pasa al 104 _ ° biente PCO  POP_ porado
st | 10,6 12,5 1 . 26,5 6,62 13,3 .
10,6 12,5 2 . 27,0 6,62 13,4
10,6 - . 12,5 - 4 28,2 1,27 14,3
10,6 25 1 23,5 5,90 11,8
10,6 25 2 29,7 7,56 14,9
10. 10,6 25 4 3,4 7,99 15,8
10,6 50 1 19,5 4,34 94
" 10,6 50 4 26,6 6,73 13,4
Este ejemplo muestra gue la dosificécién éptima
15 | de liﬁasa depende del tiempo de reaccibn. _ L
' VEjemnlo 4. L : o ' : e
' Dos de las preparaciones del ejemplo 3 selﬁééayg
T | ron de nuewvwo variando la adicién de agus, es decir lz ﬁqu
" .j;'i | tra con 12,5 g de disolucién de lipesa y la de 25 g de di-
k. 20 - soluclién de lipzasa, ambas con un jiempo de reéqcién de 2~
‘ | horas. E1 efectb del contenido de humedad en la actividad
3 de interesterificacién se muestra en la tabla s{guiente.
25
30
. 29094
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A

" Miecrolitros o
de agua afia Humedad : '
dida a 250 estimada Interesterlflcacién, 1/2 o1

Ejemplo 5. _
‘ Una de las prevaracicnes del ejemplo 3‘sé'§nsay6_
~de nuevo con ¢antidades variables de agua adicional.\Se

us6 la nuestra con 25'3 de disolucién .de lipasa y.4 horas

de tiempo de reaccibn.

ul de agua afia  Agua estima -
dida a 233 mg .da en Ja Intexjesterificacién, 3/2 horg
de peso en seco mvestra, ’ o

o ¢ P00 % POP- % P incorporzdo
o 9,5 - 28,0 6,57 . . 13,7
10 13,1 28,9 7,45 14,6
.20 16,2 27,9 6,46 . . 13,6
30 19,1 26,6 6,96 13,5
.40 21,8 25,0 6,77 12,8
50 24,4 22,8 5,20 11,1
15 30,0 - 19,6 4,54 9,6
150 42,9 -

0,44 O 0,1

.

ra
mg de peso en la © - % de Pjin
Muestra ~ seco . muestra ¢ de POO ¢ de POP cogpprcdo
o - z6 0 18,2 L 2,21 7 6"
50 . 18,5 23,4 5,85 11,7
100 29,9 15,3 - 3,84 o 1:6
0 3,0 19,1 2,04 B
25 g 20 10,0 28,6 7,65 14,6
50 18,8 25,4 5,25 12, o]
100 30,1 18,6 4,55 9,2
_ Este e;emplo nuestra que el conten;do dae humodod‘
-éptlmo es alrededor de 10%. : _ LR
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1 Ejemplo 7.
. : o Este ejemplo ilustra el efecto de clases diferen
| tes de resinas de cambio de aniones débiles macroporosas
. : (tipo dé ﬁatriz, grupos funcidna}eé, tamafio de particula)
5 en la activicad de iﬁteresterificaci6n diécontinﬁa de la
preparaclén de lipasa 1nmov1llzada. ‘
En el caso de Duolite ES 562, Duolite A 561, Duo
lite A 7, Arberlite IRA 83, ¥ Amberlyst A'21, 4,25 gramos
o de peso en seco de resinz se lavaron con aguz, se mezcla—_ 
10 con coﬁ 1 g de lipasa de Kucor miehei (93.0C0 LU/g), en 20
" {ml de agua, ajusténdose el pH de la mezda a 6,0, y hacién
| dose girar ientamenﬁe durante 2 horas a temperatura éﬁﬁfeg
te. Después de filtrar, cada preparacién_se lavé con 250
m}l de agua. En el caso de la Duolite A 378, se mezclaran
15 - 8,5 gremos con 2 gramos de lipasa y finalmente se leiyaron
éon 250 nml de agua. Todas se secaron en vacio a temneéatu-»
ra ambiente. En el caso de la DuOthe A 365, Duollte S 587
| ¥ Dowex MwA-1l, 4,25 gramos de peso en seco de resina se |
o~ | mezclaron con 1 gramo de 11nasa de Mucor miehei (124.000
éo 1U/g) en unos 10 ml de agua durante 2 horas, por rotacién
a temperatura ambiente (sin embargé, en ei‘casgAde.Lewatif
se usaron 0,5 g de lipasa). Después de filtraciéh ¥y lavado
con 2 volumenes de agua, las preparaciones se secaron en

vacio a temperatura ambiente. La caracterlzaclén de 1a

25 preparaclones 1nmov1110adas se muestra en la taola que 31~
1 gue. '
30
129094
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tlojr nom.- 20
* Tamafios de B
N : , rartic., Actividad en discomntinw
Resina cambia - . Grupos An Agua . 1/2 nora :
dora de anidnes Matriz func. (>85%) % 4 POO % POP % de Plinco:
- Duolite ES. 562 Fenol-formal Amina . o S
: dehido terc. 212 - 425 13,8 26,7 6,8  13}4
Duolite A 561 Fenol-formal Amina - S
o dehido - terec., 300 - 1200 13,0 14,8 3,2 Ti1
Duwolite A 7 Fenol-formal Amina L : .'.,’
, _ dehido sec, .300 - 1200 13,5 9,5 2,5 - - 4)8
Duolite A 378 Poliestiré- Amina ‘ -
. nice terc. 300 - 1100 6,3 14,3 3;3 740
Amberlite . . " Poli- - o : :
IRA 93 Estireno-DVB amina 400 - 500 12,2 10,8 2,9 . . .5{5
Amberlyst A [21 Estireno-DVB Amina . ‘ .
: o terc. 425 - 850 11,1 10,6 2,7 543
Duolite A 385 Poliestiré- Amina I
nica prim. 300 - 1200 11,5 15,5 3,7 - .. 76
Duolite 5. 587 Eenol-form. Aminas 300 - 1100 7,4 25,4 6,4 (‘;L 12,7
- Lewatit MP 62 Poliestiré- - : L - e
: 1  nica Amings 300 - 1200 -13,6. 16,9 3,9 :.°.. 82
DOVEX MWA-1 |  Estireno-DVB Amina , . o ' :
SR terc. 300 - 1200 10,5 21,0: 4,9 10,3

25

30

' 29094 .

~ 1guales{

x Se afiadié % de agua antes del -ensayo discontinuo

"Ejemplo 8 _ _

30 g de re51na cambladora de 1ones Duollte de ti
po ES 562 se pusieron en suspen316n en’ unos 75 m) de agua,
R4 ol PH se ajustéd a 6, 0 con RaOH 4 N. La resina cambizadora
de jones se lavé con agua sobre un filtro de succidén, y el
eyceso de agua se separd por succibn. La resina cambizdora

de- 1ones hineda (vnos 45 g) se dividié en tres porciones

NZAS-0033846
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.| de agua con pH agustado a 6,0. Después de la mezcla, el p“'

'rié a un embudo Buchner con unos pocos mililitros de ague,

c¢ibn (14 ml). La resina

| 20 ml 'de tampén de acetato de sodio 0,1 M (pH 6,0). bl pd

.reaccionar durante 4 horas a 5°C con acltaczén nagnética.

i dando - lugar a'21'ml de filtrado y G,10 g de preparacidn se

tante en 6,0 durante el perfodo de copulacién de 4 noves a,

! lc_)ju nam. 21

La primera porciéh se mezclé con unza disolucidn
de 1 g de lipasa de Mucor miehei (210.000 LU/g) en 20 ml

se aausté de nuevo a 6,0, y la mezcla se dejé reaccionar
durante 4 horas a 5°C con ag1t3016n magnética. Durante es—

te periodo, el pH descendié a 5,45. La mezcla se transfi-~-

y se separé por succién toda la cantidad posidle de disolu;
se secbé ademds en.vacio hasta un
contenido de agua de 10,0%. Produccién 8,27 g.

La'segunda porcidén de la resina -himeda se mezclé

con wna disolucién de 1 g. de la lipasa antes indicada en
de la mezcla se- aausté de nuevo 2 6,0 y 1a mezcle se deao

Durante este periodo, el pH descendié a 5,83. E1l procedi-
niento se continubé como se ha indicado en relacién con.la

primera porcién de la resina cambiadora de iones hineda,

ca con un.contenido de humedad ce 9,%. _
' La tercera porcibn de la resina se mezcld con ai-

solucifén de lipasa como antes, pero el pH se mantuve -cons-

5eC, por adicién de 0,58 ml de NaOH 1'N. Lz mezcle se tra-
t6 como las otras porciones, dando lugar & 28 ml de filtra
do y 8,95 g de preparacién seca con 8,9% de humedad. Los
tres filtrados contenlan entre el 1L y el % de 1z 2ctivi~
dad total lnlClal .

La act1v1dad_de interesterificacién con 250 mg .

de preparacibn de lipasa inmovilirzada, después de vn tiemnd

NZAS-0033847
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1 | de reaccién de 30 minutos .a 40°C, se 1nd1ca en la: tabla

. . que 51gue.-

: Actividad de 1nteresteriflcac16n,
_ Preparacién de enzima - - 1/2 hora '

‘ _ inmovilizada - % de % de :
.2 ____en P00 POP % de P incorporado

. ' Agna desmineralizada, ’ .

' Acetato O,1 M, pH 6 25,4 6,5 12,8
Agua desmineralizada -

con pH estadbilizado a o .
6 - 21,7 0 13,9

110

‘Se ve en la tabla. que sélo hay ligeras dl;eren—

cias entre las preparaclones.

- EJeMDlo 9. )
15 B Este eaemplo 1lustra los efectos de 1la p*esonc1a'
de dos sales en el intervalo de concentracién de O~O 5 M
durante la inmovilizacién de la activicdad de 1nterester1£g
o | cacién. _ . ) _
' Cinco porciones de 1,00 gremo de lipasa de kucor
| miehei,, ‘'diafiltradas, y secadas por cdngelacién, cénfuna
actividad de 93.000 LU/g, se &isolvieron en 20 mi Ges
| 1) agua desmineralizada .
. 2) fosfato de sodio 0,05 K, pH 6,0
3) 1d. --_id. 0,5 M, pH60

_ 4)Acloruro id. 0 05 M
i B ©5) 1a.-  4d. 0,5 M

Otras cinco porciones de 5,25 gramos (peso en se

25

co 4,25 g) de resina cambiadora de iones Duolite ES 562 se

equilibraron con 20 ml de 1) a %) emieriores. Después de

30

decantar, las disoluciones de lipasa correspondicentes se -

29094'
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1 'aﬁadieron-a las’particulasAde-fesina cambiadora*de iones
himeda ajustada a pH 6 0, y los fecipientes ée hicieron &L
frar lentamente durante 2 horas ‘& 252C, Las preparacicnes
- - se recogleron después por f11t*ac16n, y cada una de ellas
5E “se lav6 con 250 ml de ague desmlnerallzada, ¥y se secé des—~
' pués en vacio a 259¢ (64 horas) 1os resultados de la de~-
- terminacién de la actividad -de interesterificacién se mues
“tran a continuacién: . ' | '

~'Act1v1dad de JHTGY&SfCPlfIC?CléL,'
Produc- ' 1/2 hora

Sal/concdentracién cibn, g % Hzgf < POO % POP % de P incorporade
Ninguna {sal 4,51 4,7 23,1 51 - 11,5
- Posfato 0,05 M 4,48 5,3 21,9 5,3 10,8
" b5 M 4,57 4,6 20,3 51 = 10,2
NeCl (0,05 M 4,54 - 4,6 23,4 5,7 11,6
v b5 M 4,43 4,9 19,2 4,6 9,5 .

£ Se afiadié H,0 hasta un total deiloﬁ antes del enszyo,

- !, -+ | Ejemplo 10. o

éO : Este ejemplo muestra los efectos de éltas‘céﬁccn

'tPECIODeS ‘de acetato de sodio durente la 1nmov1114vcléﬂ ‘de

‘lipasa en la actividad de 1nterester1;1ca016n de 1as prepa

‘raciones. ' . _
.cinOO‘porcio#es de 1,00 g de,lipasg de-Mucof

25 Amiehq;, diéfiitfadas y secadas por congelacién, de 93.000

| 1U/g, se disolvieron por separado en 20 ml de los liquidos

iguientes: . ' ‘

. -1) agua desmineralizada

2) acetato de sodio 0,5 H, DH 6,0

30 ~3)  Iad. id, 1,0 N, pH 6,C

$ 29084
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4) acetato de sodio 2,0 M, pH 6,0

5) 1Iad. dd.. 4,0 M, 7H 6,0,

Cinco porclones de 4, 25 g (peso en seco) de re51
na cambladora de iones Duolite ES.562 se lavaron y se ‘equl
libraron mezcléndolas con las cinco disoluciones antes 1n—
dlcadas, 1) a 5), ¥ después se agitaron durante 15 minutos¢

Se mezclaron las disoluciones de lipasa y las. resinas cam-

} en la tabla siguiente.

.

) Agua des-

biadoras de iones lavadas correspondientes,

se ajusté el

pH a 6,0 y se hicieron girar lentamente durante 2 horas a
temperatura ambiente. Cada preparecién se filtr6, se lavd
con 250 nl de égua y se secbd en vecio a temperatura ambien
te. Se determlné la act1v1dad de. 1nterester1f1caa6n dis-

contlnua de las prenarac1ones, mostréndose los resultodos

Actividaéd--de interes:

Conc. de Producciébn Filtradb rificacién disgonti-
acetato después del pués del . -Act. nua,. /2 hdra
(1) sooado (g) secado(#) PI (%)% % ae % de % de P i
_ : ’ POO PCP_ convorad:
0 4,81 7,8 52 51. 22,2 5,7 [11,2
0,5 4,67 8,0 5,8 64 - 20,1 4,7 9.8
1,0 4,72 9,6 5,8 T1° 18,8 4,3 9,1
- 2,0 4,73 7 91 5,8 55 27,9 7.3- 14,2
4,0 4,75 10,4 56 69 19,8 4,7 9,7

(93.000 1U)

Egemglo 11.

x Actividad en tanto por ciento de la cantidad totel inicigl

Este egewnlo Lluotra la 1anV1112a016n de lipesa

microbianas distintas de la lipesa de Kucor miehei:

NZAS-0033850
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Se inmoviliz6 lipasa de Fusarium oxysporum; pre-

parada como se describe en la solicitud de patente Danesa

'n? 2999/84, Ejemplb 23, mezclando 6,72 g de lipasa de

88.000 LU/g ¥y 4,25 g de materia seca de resina cambiadora
de iones Duolite ES 562, lavada y de pH ajustado, en 25 ml

de agua a pH 6,0, y por rotacibn a temperatura ambiente du

‘rante 2 horas. Después se efectud el 1avado con 2 x 25 m} |
de agva; ¥ secando en vacfo se obruv1prcn 4 93 g ds prenq-:.

1 racién con un contenido de agua de 8,1t.

La actividad que quedd en-el filtrado teigl co-

rrespondia a 18% de 1aAactividad original.
_ Se obtuvo estearééa de Aspergillus niger por ul-}
:4traf11tra016n del producto comer01al Pelatasc de NQVO» 15
‘ml de PALATASE de 2790 1U/ml se inmovilizaron sobre 4 125 g1
ie

de ES 562 como se ha descrlto antes, con 1o que se obuu

B s filtrado contenia 13% de la actividad (LU) Orlgluul-

25

30
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| eylindracea, de Amzno (tipo OF) mezclando 4,25 g de =S

Sé. inmoviliz6 de modo similar lipasa de Candida
562
con 1, 40 ‘g de lipasa Amano OF en 15 ml de agva de pH-6,0.

11a producc16n fue de 4, 62 g -de preparzcibén snmovilizeda
con 6 5% de sgua y quedando 0,2% de la actividad en ¢l fil
| trado. . ' ' »

. Tas tres preparaciones se caracterizaron conc s£i |

1) Por 1a determinacién ¢ ensayo discontinuo es-—
~téndar a 40eC, -

2) Por interesterificacibn dlscontlnua de tr*o—

lefna (0CO0)/écido decancico (D) sin disolven=

')

te e 6090, usando 3,0 g de OOO 0,600 g é=2 D

NZAS-0033851
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1 _ Yy 250 mg de preparaciébn de'lipésa'seca bidra- |
P - ‘ tada a alrededor de 104 de agua. |

Con fines de comparaci6n, tamblén se indicen los

- resultados de una preparacibén de llnasa de Hucor miehei,

5 - como la descrita en el ejemplo 13:
. Livpasa inmo Carga: s - ‘
vilizada estim, 000/P/disolvente, 409 000/ D,. 60¢
- LU/mg Tiempo (h) - %P _inc. Tiempo (h) g&Dlinc.
Fuseriun . : -
10 oxysporum 11 3 8,0 17 549
| Aspergillus . S | |
niger . - -8 : 3 4,4 17 . 645
| candida’ - . - .
~cylindracea 30 3 . 8,9 17 - . 149
Mucor’ L ‘ . a
15 miehei - 30" 0,5 14,7 .2 1342

’ Para logrer una-mejb: comprensién de los ejem;"
‘plos anteriores, se hace referencia a la tabla siguiente.
Estos ejemplos ilustran laz influencia de }oé fac

.120 tores que se indican en la actiiidad de'interesteri§i§a~
cién de las preparaciones de lipasa inmovilizada prépgra-

das por el método segin la invencién.

Ejemplo N2 Factor oue se estudia

1, 8 PH
"25 2 - ALavado posterlor »
_ 3 Carga de lipasa en relacién con el tlempo ée
- - : reaccién ,

4, 5 tanto vor ciento de agua

) tanajio de particules

=7- - tipo de resine .
<8-10 fuerza idnica en lz disolucién de lipacsa i

30 11 & nicroorganismo fuenie de lipasa

129094 .

NZAS-0033852



P—- 870338 ' ' - . - L 4 - ) - ’ 1lojn ndn. 2'1

1. Para demostrar la wtilidad de.la preparacién de
iipasa inmovilizada preparada por el método segin la inﬁeg
cibén, se usé una prepafaci&n'de'lipasa inmovilizada nro&u—
- cida“ por el método segin la invencibn, como se _ndlca nas
5 adelante, en una 1nterester1flca016n continuva de grasa
sin uso de dlsolvente ninguno ni otros agentes auylllares
'acostosos,'como se descrlbe en el ejemplo 12 que sigue.
‘Ejemplo 12. '
" Este ejemplo ilustra 1é'interestcrificaci6n con~ 1
10 | tinua de grasas sin disolvente ni otros agentes a2uxiliares
‘costosos, usando una prep@ra016n de lipasa 1anV11W4gda
‘:produc1da por el método segﬁn la 1nven016n, en un reacior

i ade 1echo relleno,

. Tpmovilizacién
15 | 2,20 granos de lipasa de lucor miehei (81.CCO
1U/g) 'se disolvieron en 20 ml de agua, Se mezclaron. Gop 10
-gramos de resina éambiadora«de iones Duolite ES 562, lave-~
da (8,5 g de peso en seco), siendb m4s del 80% de las var—
- .j: " |4fculas de entre 200 y 400 micras. E1l pH de le mezcla se
A-20A . ajust6é a 5,0, y se dej6 ésta 4 horas a 5°C con aglt801én
A,magnétlca. Después de filtrarla y lavarla con una pth efia
cantidad de aguz, la preparacibn se secé en vacio a ueApe-
ratura-ambiente. La produccién fue de 9,05 gramos, que con
tenfan 9,3% de agua. Lé:actividad que gued6é en el filtrado
25  |era a6 8 de la cantidad inicial total. Ta activided de in |
tefesterificaciéﬁ discontinua era de 30,6% de POO, 7,7» de
POP a2 le media hora, 6 15,3;de P incorporado. .

Ensayo en- columna , .

- 2 gremos de esta preparacibén de lipasa inmovili-

30 zada se. coloc aron en unz CO4Lmnq, T se hizo pasay continuz

29094
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 mente 2 60°C un sustrato exento de disolvente que constabe

' de aceite de oiiva/écido palmitico en-1la prbpbrcién de

| pasa se muestra en 1a tabla que sigue,

- Hoja nom. 28

2, 5 1l en pesq/peso. E1 rendlmlento de la Dreparaclén de 1i

Caudal, Composicién (HPLC)

g™/n/g % de % de % de Conversitn 3

duestra/tiempo de enzima - 00C POO POP % {GLC)

2

va/inieiacibn - . 42,3 22,5 3,8 - O

1T horas 5,7 ° 30,5 30,1 11,6 g
208 1/2 hora . 2,5 33,8 28,8 8,6 28
233 . 0,61 22,2 348 16,5 67
475 v © . 1,8 35,1 28,8 - 8,7 28
Equilibrio - 4 S
" (discontinuo) S - - 17,4 36,0 20,6 100

o Conversién x=(%deP~-%de P )/(p de P - % de P; ).-

| de oliva (P ) ¥y en la mezcla de TG en el equlllbr*o (P ).

‘extirapolacibn a la iniciacién en grifico semilogaritmico’

Acelte de oli-

Leyénda: TG = triglicéridos; g enz. = gramos de lipééé‘in—
movilizada,
El % de P incorporado se determina por GIC de és
teres de metilo de épi@ds &rasos. : ‘

eq

PO yP eq son % de P 1ncorporado en el sustrato. de acexte

Comentarios ..

Con base en los datos de 208 1/2 y 475 horas, la

indica una actividad inicial (caudal) de 3,2 g de’'IG/b/g.
de. en21ma con un grado de conversién correspondlente X =
284 Una estimacién de la vida media (semivericdo) es ds
500—600_horas a 60¢C sin disolvente y aceite de olive/P =

NZAS-0033854
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1 .12,5:1 (pesq/peso) No se han observado problemas de pérdi-
.  da de carga. Un 1ntento anterior de hacer pasar wn sustra-|
| %o similar a través de lipasa adsorbida sobre Celite, de
la clase descrita en la solicitud de patente Danesa n?
5 563/77 en una columna, fue imposible de efectuar.
.'Egemnlo 13. . '
[ Este ejemplo ilustra uma produ0016n a escala de.
instalaci6n piloto de una preperacién de lipasa inmoviliza
"da en una columna; y la aplicaciébn de esta preparacién a
i0 - |vns 1nterester1f103016n continue en wna columne con sustra
t0 a 60 y a 702C, sin disolvente.
Inmovilizaciébn. N
6,0 kg (81% de materia seca) de resina cambiado-,
ra de iones Duolite ES 562 se econdicionarcn segin les'ins
15  trucciones del fabricante (Informzcibén Técnica Duolite |
}0110A) Esto implica wn 01010 4cido-base Yy en este caso
también un lavado con etanol (para asegurer la mAXxime .pure
| za en el tratamlento de al;mentos\ El pH se-ajusté a2 6,0
co . ;*en tampén de- fosfato 0 1 He La sasnen516n se introdujo en
20 una columna y la resina establllzada (18 1) se lavé con T2
12 de agua. : : ' B
18 1 de lipasa de Mucor miehei (10,100 LU/?mJ,)
con PH ajustado a 6,0 se recircularon a 30 1/h duran%é-S
horas con control de pH. Después de un- desrlﬁzamﬁento con
25- |20 1 de agua, un volumen . combinado de 37 1 contenfa 126
IU/ml, que corresponden a un rendimiento de 1nmovw11ua016n
de 97%. La columna se lavé adends con otros 20 1 de agua y
. : la prenaraclén se secé & vacio a temperatura ambiente, con
lo que se obtuvieron 6,0 kg (97% de materia ssce) de prers

30 racién de lipasa ipmovil;.,.*da° Le actividad de interesteri

20094 .
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1 . |#ficacién discontinua era do 30,24 de P00, 6,95 de-POP a la
' {1/2 nora, o bien 14,7 de P, . )
Experlmento de anllcaclén ne 1.
- - 4,0°g de 1= prepara016n de llpasa 1nmov1llzada

5 se 1ntrodu3eron en wa columna con camisa de agua con wn
' | didmetro interno de 1,5 cm. La temperatura en la columna
| se mantuvo a 602C. Un sustrato de aceite de 011V&/501d0 de
canoico. con una composicién de 2,5/1 (peso/peso) oe‘bomby
‘a través de una columna previa qﬁe contenia 30 g de Dn6li»
10 |4e S 561 saturada.con 2l mi de agua sometida a cambio de . |
A ibnes, y después a través de la columna principal que con-
tenia la preparacién de lipasa inmoviligzada. El cau 21 se.
'controlé pera mantenexr la compos1016n del producto ac sall ‘
_ da en un valor correspondiente 2 una conversién de al ede-
15 dor de 65%, es decir 23% de DOO en el triglicérico f:nal
(D00 significa un triglicérido con una unidad de &cide’.de-
.can01co‘(en posicién exterior) y dos wnidades de écide
_ oleico). . '
TN ~ Suponiendo que la dlsmlnuc16n de la actividad de

20 la lipasa inmovilizada sigue una reaccion de primer orden,
»la vida media o semiperiodo puede estlmarue en 3200 horese.
Con una actividad inicidl de 2,4 g de trigiicérido/hb#a/g
de preparacién de enzima, la productividad es aproximada-
ménté 8,3 Ton. de triglicérido/kg de enzima, suponiendo vm
25 tiempo de funcionamiento ‘de dds‘semipeinGOS._En la Fig. 1
se representa gréficamente 91 logaritmo del.caudel en fvm-
cién del tiempo, ) - '
Experlmenuo &e aplicacifén ne 2,

- Se efectud el mismo expverimento que el n? 1; a

30 {70°C en lugar de a 60°C.

25094 |
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1. .  Se encontré que la vida media-o semiperfodo era
. : "| de 1300 horas y la actividad inicial dé 2,3 g de triglicé-

rido/hora/g. de preparacién de enzima, qué corresponde &

- : uhé productividad de 3,2 toneladas de.triglicéridq/kg de.
| ;5§ pfeparacién de enzima, El logaritmo.del caudal se represen} .

| ta gréficamente frente 2l tiempo.en la fig. 2. ' -

| Ejemplo 14+ .

Este ejemplo ilustra el potencizl de vne prépara
cién de. lipasa inmovilizada producida segin la invencibn, - |
10. para la interesterificacién continua de una mezcla dg tri-|
‘giicéridOS de élto punto. de fusibn compuesta de sebo de va
ca y acelte de soja sin disolvente ni otros agentes auxi-
11ares. Otros procedimientos similares pueden ser ﬁt1leo
'para la prepar3016n de grasas especiales sin usar hldrOPe~
15 . nacién o interesterificecién quimica, y adecuadas para mar
garina'é productos relacionados. : , TR
Inmovilizacifbn. - '

' 19,8 gramos de resiﬁa_caﬂbiédora‘de-iones Duolite
:,f A 561 htmeda (86,05 de materia seca), con més de 8075 de.
20 las partfculas de un tamaiio entre 400 y 850 micras, ééxaqu
t6 a pi 6,0 en suspensién acuoquy se lévaron-éon asué: Se
mezclaron con la resina 50 ml de lipasa de Mucor mleuei
(7400 LU/ml, &% de materia seca) v el pH se agusté de nue-
v6 a 6,0. Después‘de agitar durante 2 horas a temperatura
25 »ambienie, filtrer y lavar con 2 x 50 ml de égﬁa,’la prepa-~
racibn se secé en vacio a temperatura ambiente. La produc~

cién fue de 19,2 gramos gue contenian 8,5% de.agua, la ac=-

. ) titidad_que qued6é en el filtrado era del 34% de la centi-
dad total inicial. La actividad de interesterificacibn &is
30 con+1nva era de 25,4% de P00, 6,0% dc POO a la 1/2 hora, o
.29094 .
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1 bien 12,5% de P. inc.

L | An&lisis de le reaccibn de interestérificacién,
e Se obtuvieron sebo blenco de vaca y aceite de so|
:ja reciente y refinado dél mercado local. E1 sustrato se
5:g ,componia de 1,5 partes de sebo de vaca vy 1 parte de aceite
| de soja, aque se mezclaron a 70°C. Se aiiedib ant10x1dunte '
- - BHT en uha concentracién de 0,1%. Para ceracterizar los
componenfes individuales yjseguir le reacciféndé intereate-! -
rificacibn, se usé HPLC (cfomatog. de 1fg. de alto rendi- |
1@' miento) para analizar la composicién de iriglicérido de

' los componentes del suétrato,vla mezcla inicial y la mez-
cla interesterificada. Se efectué wna rcaccién discontinva
dinieial con 2,75 gramos de-preparacién'de.lipasa de .Eucor
miehei inmovilizada, 24 gramos de secbo, y 16 gramos de

15 aceite de soja, durante 16,5 hores a 650C. La HPLC nostrsd
. que la proporcién de trlgllcérldo de IPO a ILLL (L: Jino-
11eico, P: pelmitico, O: oleico) en la mezcla aument6 de
0,62 a 1,16, estando probablemente esta litima 01fra préxw
ma a la proporcién de equilibrio.. 11 IR

20 Proviedades de fusién de la mezclz interesterificada.’

El cambio en les propiedédes de fusién a cauéa
de la interesterificacién se analizé por dilataéibn25§gﬁn
el método oficial de la TUPAC (IUPAC: Métodos esténder pa--
ra el andlisis devaéeites, grasas y defivadbs, 68 ed., mé- |
25 todo n® 2.141 (1979)). Los resultados se}mues%ran en la ta
bla que sigue, con una mezcla correspondien?e no’interest_
rificade de sebo de vaca y &aceite de éoja (1,5:1)409mo re~

ferencia.

30

"..29094'
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1 ' Temperatura, o¢ - "0 20 25 , 307, 35 40 U5

- _ Mezcla no-inter| - .
' esterificada 30,8}22,9/18,7|14,6{11,2|6,5! 1,6

Dilatacién, »
’ , (mlcr2§g§ de Mezcla interes-— ' o
5 | & terificada 16,5| 4,9! 4,9| 3,1} 0,6

- Ensayo en columa.

Un sistema de péqueﬁa_qolumna termoestabilizada
se hizo funcionar durante 2 dfas yara ilustrer wn procedi-
10 | miento continuvo. 4,0 gramos de la reparacién de.lipasa4ig
4 novilizada descrita se colocaron en wna columna. Sé usd
también una columna previa que contenia 5 gramos de resina
Duolite A 561 himeda (50% de materia éeca). Se hizo pasar
'cbhtipuamente a través del sistema de columna, a 6756,:una
15 .mezcla de sebo dehvaca/acéite de soja en 1la froporcién de
1,5:1 en peso/peso. El rendimiento de la. preparacidn de 1i

rasa inmovilizada se muestra en la tabla que sigue: ....

A ) . N Cauvdal, ) .
e ‘ _ " : - g de TG/b/ Composicibén  Conversién
‘20 Muvestra/tiempo - g de enzima LPO/LLL %
Sebo/aceite soja-sus— o - o
trato (18 h) : - - 0,465 6 aprox.
Producto de 18 horas 2,10 0,90 | 52 .
Producto de 41 horas 1,63 0,93 54 "
Equil., (discont.)’ - o © 1,16 100
25 : ' o
| Ejemplo 15,
) Este ejemplo ilustra la aplicaéiéﬁ de lipasa in-
i movilizada segin la invencibén a lz hidr6lisis de gresas.
A una mezclé.l:l de sebo de vaca puro y agua, 40
30 gramos de cada uno, se le 2afiadié lipasa inmovilizada, nro~

NZAS-0033859
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:1. . ~parada como se -ha descrito en el ejemplo 13, en'una canti-
dad correspondiente a 100 LU/g de grasa, 6 0,13 gramos de

preparacién de lipasa inmovilizada, suponiendo una carga
- | de 30.000 LU/g de lipasa inmovilizada..Se logré wna mezcla
5 - eficaz por agitacién megnética a 4890. Elivalor inicial de

| pH de la fase acuosa se ajusté a 8,0. Al cabo de 4‘dias'el
- enzima se‘separé Yy 1a fase de grasa se analizbé para deter-
L {minar el grado de hidrélisis (DE, abrevietura del-inglés

| ‘vdegres of hydrolysis")}. Se efectuaron ensayos per duplica
”10- do. ELl enzima inmovilizado recuperado se usbd para v cxpe-
rimento 2’, y se efeétué un experimento de comparacilén con
'1ipaSa soluble, afiadida también en uwna cantidad correspon-
diente a 100 LU/g de grasa. En este cééo,la fase acuosa se
usé para el experiménto 2'. Se efectuzron- tres ensijbslcon
15 . | 1a lipasa soluble. -

Los resultados fueron los siguientes:

, Muestra . % de DH, 4 dfas, 48eC

, Prevaracién ne - . Exp. X' . Exp, 2’
L Lipasa inmovilizada - = 1 30 . 031

20 : .2 35 . 3/;;_
Lipasa soluble 1 61 T 5
2 55 T B
3 46 T

25 . { . . . Bl valor deiypH descendi6 a alrededor de 6,8 con

1a-lipasa inmovilizéda y'a alrededor de 6;3 en el experi-
mento 1’ y a alrededor de 7,4-en el experiménto 2' con la
. lipasa soluble. E1 % de DH se calculé dividiendo el indice
& acidez enire el indice de saponificacibn. ‘

30 . ‘
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1 - | Textos de las Piguras ‘
i : Fig. 1: Eje de ordenadas = g. de sustrato/hora
" Eje de abscidas = horas
. . . Pig. 2: Eje de ordenadas = g. de sustrato/hore
5 1 . _ " Eje de abscisas = horas.
~10
15
20
25
30
. 29024
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1 ’ 4 ~ REIVINDICACIONES -

5 : ) o ' .

Los puntos de- invencién propia y nueva que
se’ presentan para que Sean objeto de esta solicitud de
- Patente de Invencidén en Espafia, por VEINTE aﬁoé, son los.
que se recogen en las feivindicaciones siguientes:
10° i8.- Hétodo para hidrolizar grasas, en el
| que se pone en contacto una emulsién de tfiglicérido v
'agua con una preparacidn de lipasa inmovilizada producida
poniendo en contacto una solucién acuosa de la lipasa mi- -
cfobiang con una resina de cambio aniénico débil macropo-
15 rosa yf en forma de partfculas que cortiene grupos amino
pfimario y/o secundario y/o  teérciarios y que exhibe, wn
tamafio de %afticula medio relativamente grande édécuado.
para la operacidén en columna sin nlnguna cafda de pres16n
exce51va, en condlclones, en las cuales la 11pasa se’ it )
20 - a la resina de cambio aniénico.durante un periodo de blcm—
- ' po suficiente para fijar la cantidad deseada de lipasa
a la resina de cambio anidnicb,-tras lo cual la lipasaz
inmovilizada asf formada se sépapa de 1la fase acuosa y .
la lipasa inmovilizadé separada se seca hasta un coﬁtg;
25 - -] nido de agua:de entre aproximadamente 2 y 40%; realiz£n~
dbse la reaccién de hidrélisis sin ningin disolvente ﬁ'
otros agentes aux111ares costosos o sustarrialmente sin
ningin dlsolvente u otros agentes auxiliares costcsos.

_ o 22.- ¥Método segln la reivindicacién 12, en
.30 el que la lipasa es una lipasa termoestable.

'S

26104
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. a.- HMétodo segiin la reivindicacién 12 § 28,
' en el que la lipasa microblana se deriva de una eéspecie

de Mucor terméfila, eSpecialmente Hucor miehei.

43.- Método ségin las reivindicaciones 12 a%}ﬁ,
5 . en el que mis del 90% de las partfculas de 1la fesina de
‘ _cambio aniénico débil y macroporosa tiene un tamafio de
particulas entre 100°y 1600 micrémétros, preferiblemente
. entre aproximadamente 200 y 400 micrémetros.
. a,- Método de acuerdo con las reivihdicacio-
“10 . nes 124 48, en el que la proporcién entre la cantidad
de la solucién acuosa de la lipasa microbiana y el peso-
de la resina de cambio aniénico débil corresporde a 5000~ |
-5obob unidades de iipasa/grémo de resina de cambio idmi~|-
co (peﬁo seco) .
15 68,.,~ Método segin la reivindicacidn 32, en el
que el.pH durante el contacic entre la resina de cambiog
iénico y la solucidn acuosa estd entre 5y 7.
| 72.~ Nétodo de acuerdo con las reivindicacio-
_ nes 12 a 62, en que el tiempo de contacto esta entre'b;5
20 . | y 8 horas. | | "
) 82, Método de acuerdo con las reivindicacio-
- ‘nes 12 a 72, en el que la séparacién se realiza por simple
filiracién. ' | |
g2,- Método de acuerdo con las reivindicaciéw
25 nes 12 a 8e, en el secado se realiza hasta un contenii&
de agua entre 5 y 20%. - ] .
1108._ Nétodo segin las reivindicaciomes 12 a
92, en el que la resina de cambio anidnico.déﬁil macropo- |.
rosa y en fofma de pa;ticulas se redne con una solucidén
acuosa de un agente reticulante, prefer}blémente una solu-

30 cién acuosa de glutaraldehido en una concentracién entre

26104
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1 — 0,1 y 1,0% en:peso/peso{ antes; durénte o desﬁués del con-
tacto entre la reéiné de cambio anidnico débil macroporoso
y en forma.dé partfcula y la solucidn acuosa de la lipasa
microbiana, tras lo cual se sépara la sbluci&n restante”
5 de agentes de reticulaeidn. o .

118, "METODO PARA HIDROLIZAR GRASAS".

. Tal y como Se ha desqritO‘en la Memoria que
antecede, reﬁresentado en los dibujos que se éqombaﬁan v
1 con los fines que se han especificado. '

10 | - Esta Memoria consta de treinta y ccho hojas.

escritas a miquina por una sola cara.
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